
























薬 子一 ↑専 士
第 5 4 7 6 ?Eヨ3 
昭和 56年 12 月 2 日





枢神経系における生理活性が注目を集めている。 ブラジキニン (Ar・g-Pro-Pro-G ly-Phe-Ser-
Pro-Phe-Arg, BK) もその様なホルモンの 1 つであり， BK様物質がラット脳内に存在することが
免疫組織化学的に証明されJ) 中枢神経系における BKの生理作用が様々な方面から研究されている。
我々もすでにマウスのペントパルピタール誘発睡眠がBKの大槽内投与により延長され， BK構成ペプ
チドの中でも C末端に Ser-Proを含有するペプチドに BK よりも強い睡眠延長作用を認めた 3) このこ













ットの自発脳波に対して BKの 5 n mole を大槽内投与すると 尾状核と脳梁の波形は直ちに高振巾不
規則化し，海馬にも同様の変化および練波の出現がみられた。この時のラットは興奮症状がみられ，
BK投与 1 分後には脳波はもとにもどり ラットは強い鎮静状態に入った口海馬の練波は BK投与10
分後においてもみられた。
血築キニナーゼの阻害剤である 0-フェナンスロリン (o-Phe) の単独では無作用である 25p mole 




続いて鎮静がみられることは良く知られており，3) Iwata らは初期の変化は無傷の BK分子により，鎮





第 H 章 ラット脳におけるプラジキニン分解活性について
ラット脳より BK分解酵素の部分精製を行った。即ち，血築中にはキニナーゼ I および H が存在す
るので完全に除血した脳を 0.25M シュクロースでホモジネートし 常法により細胞分画した。各分画
の BK分解活性を生物学的方法で検索すると 可溶性画分に強い活性がみい出された。従って全脳ホ
モジネートの25， 000g上清画分のpH を 0.5M酢酸にて5.0に合わせ，沈澱したタンパクを除去し，再度
pH を 7.5にもどし 30mMNaCI を含む50mM リン酸緩衝液で透析した標品を部分精製酵素とした。
ラット子宮を用いた生物学的方法により o-Phe，ジエチルジオオカルパメート (DDC) およびか
ヒドロキシキノリン (8-0HQ) の本酵素活性に対する影響を検討すると， o-Phe に用量依存性の強い
阻害作用を認め， DDC， 8-0HQの阻害作用は弱かった。 BKと本酵素の反応溶液の一部を経時的にダ
ンシル化し，加水分解後アミノ酸の同定を行うと，反応初期に Phe が強く Ser ， Pro が弱く現われ，
反応60分後には Gly を除く全ての構成アミノ酸が検出された。 o-Pheはこの方法によって調べた活性
に対しでも強い阻害を与えた。
ラット全脳から得た部分精製酵素は，反応初期の段階でPhe又は Phe を N末端にもつペプチドを遊
離させ，続いて Ser ， Pro又はそれらを N末端にもつペプチドを遊離させることから，この部分精製
酵素の BK分子切断位置は次のように推定された。
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg 
• •• initial 
•••• next 






第 H章で得られた部分精製酵素を DEAEーセルロースに吸着させ，溶出緩衝液の NaCl濃度を最初の
30mMから 50， 70, 100, 150mM と段階的に上げると，まず、70mMで、強い活性が溶出され，このものを
分画 A，次いで100mMおよび、150mMで、若干の活性が溶出され各々分画B， C とした。これらは各々ホ
モジテートからは 122 ， 39, 11{-部こ精製された。これらの分画と BKの反応液の一部をダンシル化し，
シリカゲル薄層板上でその反応生成物の同定を試みると，分画Aは BK を分解して Arg-Pro-P roｭ
Gly-Phe および、Ser-Pro-Phe-Argの 2 種のペプチドを遊離させた。分画 B については Arg ， Phe お








微量のペプチド又はアミノ酸を検出し得るダンシル化法にはDNS-OH と DNS-NH2 が副産物とし
て生じる。とくに前者の発する蛍光は強く 従来の展開溶媒によればペプチド又はアミノ酸のダンシ
ル体と重なることが多く定量は困難で、あった。そこでこれらの副産物を反応生成物と完全に分離し得
る溶媒を探した結果 トルエン:モノクロロエタノール : 25%アンモニア水= 6 : 10: O.5 (V /V) 
により良い分離能を得た。蛍光クロマトスキャナー (Shimadzu CS-910) を用いて励起波長360um ，
蛍光波長500nmで、各スポットの蛍光強度を同時に展開した既知濃度のペプチドのそれと比較すること
により， BKおよび反応生成物の量を求めた。
























BKの中枢作用に関しては Rocha e Silva らが家兎に BK を脳室内投与して不動状態すなわちカタ
トニアの状態を報告 7) して以来，数多くの報告がみられるが，ラット自発脳波に対する作用を検討し，
キニナーゼ阻害剤の前処置によりその作用が延長する成績を得たのは初めてである。一方，ラット脳
には 3 種のBK分解酵素活性が存在し，これらが in vitro で、 o-Phe により強い阻害を受けたことから，
前述の中枢作用の延長は BKの分解阻止によって起っていることが示唆された。
BK構成ペプチドフラグメントに薬理活性のあることはすでに報告されている 2) が，今回精製した
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論文の審査結果の要旨
本論文は中枢神経系のプラジキニン分解酵素の性質を検討したものであり とくに脳内プラジキニ
ンの定量法につきすぐれた化学的方法を開発したものである。従って薬学博士の学位を授与するに値
するものであると考える。
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